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 چکيده

 ژنومی با کمیت و کیفیت مطلوب از نیازهای DNAاستخراج 

رفی روش اساسی ژنتیک مولکولی است. این مطالعه با هدف مع

های مختلف )عضله پا، سیفون و  از بافت DNAبهینه استخراج 

تنان با  از شاخه نرم Conus coronatusهارپن( حلزون دریایی 

 CTAB Cetylکلروفرم، استات آمونیوم و –ی فنلها روش

trimethylammonium bromide) انجام شد. برای انجام )

ارک زیتون جزیره نمونه کونوس از سواحل پ 33این مقایسه حدود 

ها در شرایط استریل،  آوری شد. پس از تشریح نمونه قشم جمع

% قرار داده 39های مختلف کونوس جداسازی و در اتانول  بافت

های  از بافت DNDشده و به آزمایشگاه منتقل گردیدند. استخراج 

پارامترهای کمی و کیفی ی متفاوت انجام شد. ها روشمختلف و با 

% مورد ارزیابی 1دستگاه اسپکتوفتومتر و ژل آگارز با استفاده از 

استخراجی  DNAقرار گرفت. نتایج نشان داد که بالاترین کیفیت 

در روش استات آمونیوم بوده و باندهای حاصل روی ژل فاقد 

استحصالی از بافت عضله پا دارای بهترین   DNAآلودگی بودند و

 کیفیت و کمیت بود. 

 

، DNA، استخراج Conus coronatus های کليدی:واژه
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Abstract 
Genomic DNA extraction with high quantity and 

quality is the basic necessities of molecular 

genetic studies. The aim of this study is the 

applicability of different DNA extraction methods 

as the easiest and fastest methods for and their 

efficiency with different tissue qualities (foot, 

siphon, harpoon) from marine cone snail Conus 

coronatus, Mollusca with Phenol-chloroform, 

Ammonium acetate and CTAB (Cetyl 

trimethylammonium bromide) methods. About 30 

samples were collected from Qeshm Island, 

Zeyton Park. After dissection on sterile condition, 

different kinds of Conus tissues were separated 

and preserved in ethanol 96%, then transferred to 

the lab. DNA extraction were performed from 

different tissues with different methods.  

Spectrophotometer and electrophoresis on 1 % 

agarose gel were used for evaluating the quality 

and quantity of extracted DNA samples. 

According to the results, Ammonium acetate 

method showed sharper bands, without esmire in 

comparison with other extraction methods and 

DNA extracted from foot tissue had the best 

quality and quantity. 

 

Keywords: Conus coronatus, DNA extraction, 

Mollusca, Spectrophotometer. 
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 مقدمه
ژنومی با کمیت و کیفیت مطلوب از  DNAاستخراج 

نیازهای اساسی ژنتیک مولکولی است. لذا امروزه 
های مختلف و  از بافت DNAبرای استخراج 

ی مختلف ها بافتد. شو میی مختلف استفاده ها روش
دارند که با توجه به  DNAمقادیر متفاوتی از 

، این مقادیر DNAاستخراج  ی مختلفها روش
(. De Bruyn et al., 2011) یکسان نیستند

براساس نحوه  ها نمونه DNAهمچنین کیفیت 
، مدت زمان نگهداری آنها، تکنیک ها نمونهنگهداری 

مورد استفاده، همچنین گونه مورد مطالعه و بافت 
کیفیت بافتی که در  معمولاًمورد نظر، متفاوت است. 

د یا بافت فریز شده در دمای شو میاتانول نگهداری 
ی قدیمی و ها بافتبسیار پایین و یا بافت تازه، بهتر از 

(. اصول کلی Eschbach, 2012تثبیت شده است )
 چهار مرحله است: DNAاستخراج 

ا شکستن سلول برای از بین بردن دیواره هسته ب -9
 های آنیونی  استفاده از شوک اسمزی و شوینده

که  Kها با استفاده از پروتئیناز  هضم پروتئین -2
درجه  55تا  55فعالیت بهینه این آنزیم در دمای 

 گراد است سانتی
 DNAها از محلول  رسوب پروتئین -3
با استفاده از اتانول مطلق سرد  DNAرسوب  -4

(Brauer et al., 2012.) 
استخراج شده و عدم  DNA کیفیت  معمولاً

پروتئین، لیپید و  ،RNAوجود آلودگی حاصل از وجود 
سایر ساختارهایی که برای آنزیم تک پلیمراز در 

( و آنزیم های PCRواکنش زنجیره ای ای پلیمراز )
برشی محدودیت و ممانعت ایجاد می کنند، توسط 

د شو میژل آگارز و دستگاه اسپکتوفتومتر سنجیده 
(Lodhi et al., 1994.) 

 هدف از این تحقیق بررسی روش بهینه استخراج
DNA  و بافت مناسب جهت استخراج، در حلزون

د. در بین باش می Conus coronatusمخروطی 
 ی مخروطی با تقریباًها حلزوننرمتنان دریایی سمی، 

( بیشترین Olivera, 2006گونه شکارچی ) 022
 ,.Bernaldez et alتعداد گونه را دارا هستند )

 ی مخروطی از شاخه نرمتنان و ردهها حلزون(. 2011
هستند که در  Conidaeگاستروپودها و خانواده 

مناطق بین جذر و مدی نواحی گرمسیری و زیر 
گرمسیری اقیانوس هند و مرکز اقیانوس آرام پراکنش 
دارند و به دلیل داشتن پپتیدهایی با توالی های کوتاه 

آمینو اسیدی به نام کونوپپتیدها که دارای  91-42
بسیاری از زیست خواص دارویی هستند، مورد توجه 

سفانه أ(. اما متKass et al., 2010شناسان هستند )
در داخل کشور تاکنون مطالعه مولکولی روی 

های سواحل خلیج فارس انجام نشده و این  کونوس
مقاله در حقیقت بخشی از یک تحقیق گسترده در 

 د. باش میمورد این موجودات 
 

 ها روشمواد و 
 ها ونهنمسازی برداری و آمادهنمونه

از سواحل پارک زیتون جزیره قشم ) موقعیت جغرافیایی: 
N 26

0
55.631 /  E 056

0
نمونه حلزون  32(، 15.209

ی ها گونه( که از Conus coronatusمخروطی )گونه 
فارس است با استفاده از اطلس  غالب در سواحل خلیج

ی گردیدند آور جمعان در محیط شناسایی شده، تن نرم
گاه با استفاده از ژن سیتوکروم و سپس در آزمایش

از نظر مولکولی نیز شناسایی شدند.  CO1اکسیداز 
همراه با آب دریا به آزمایشگاه منتقل و در  ها نمونه

ی مختلف هر ها بافتشرایط استریل تشریح شدند. 
نمونه )عضله پا، سیفون و هارپن( جداسازی و در 

% قرار داده شده و به آزمایشگاه 15اتانول 
کنولوژی دانشگاه علوم و فنون دریایی خرمشهر بیوت

 منتقل گردیدند. 
، از اتانول قبل از انجام مراحل استخراج ها نمونه

خارج شده و پس از خشک شدن به قطعات بسیار 
قرار  5/9های  کوچک تقسیم شده و در میکروتیوپ

داده شدند. با توجه به به لزوم انجام سه روش 
ی مورد ها افتباستخراجی و همچنین کوچکی 
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استفاده و نبودن امکان استفاده مجدد از همان بافت، 
نمونه اختصاص داده شد. لذا در  92به هر روش تعداد 

بافت سیفون  92هارپن و  92عضله پا،  92هر روش 
در شرایط  ها کاملاً مورد استفاده قرار گرفت. آزمایش

ها به  آزمایشگاهی یکسان انجام گرفته و محلول
ه استخراج که حدود سه روز قبل از پروس صورت تازه

 کشد تهیه گردیدند. طول می
 

 روش فنل کلرفرم

میلیگرم از بافت ریز  952ی حاوی ها به میکروتیوپ
 SDS 10%میکرولیتر محلول  32شده نمونه حدود 

(Sodium Dodecyl Sulfate و )میکرولیتر  522
STE (Saline Tris EDTA به همراه )42 

افزوده شده و به مدت یک  Kئیناز میکرولیتر پروت
درجه قرار گرفتند. پس  55شب در بن ماری در دمای 

 522دقیقه، در زیر هود  5به مدت  ها نمونهاز ورتکس 
میکرولیتر فنل تازه به آنها افزوده و در ظرف یخ قرار 

در  92222داده شدند. و بعد از سانتریفیوژ با دور 
گراد،  درجه سانتی 4دقیقه در دمای  92مدت  دقیقه، به

فاز رویی به میکروتیوپ های جدید منتقل و به آنها 
میکرولیترکلروفرم افزوده شد. مجدد فاز رویی  522

 122میکرولیتر استات سدیم و  42جدا و به آن 
به  -22% افزوده و در دمای 15میکرولیتر اتانول 

مدت یک شبانه روز قرار داده شدند.  فاز رویی جدا و 
% افزوده و پس از 02میکرولیتر اتانول  422به آن 

ها را  سانتریفیوژ محلول الکل را خارج و میکروتیوپ
روی دستمال کاغذی وارونه قرار داده تا خشک شوند، 

 TE (Trisمیکرولیتر  52سپس به هر میکروتیوپ، 

EDTA( افزوده شد )Hillis & Moritz, 1990.) 
 

 روش استات آمونیوم

 SDSمیکرولیتر  32بافت،  های حاوی به میکروتیوپ

میکرولیتر  42به همراه  STEمیکرولیتر  522و 20%
افزوده شده و به مدت یک شب در بن   Kپروتئیناز 

 522درجه قرار گرفتند. بعد از افزودن 55ماری در دمای 

دقیقه  95 ها نمونهمولار  5/0میکرولیتر استات آمونیوم 
 92222دقیقه با دور  95ورتکس شده و سپس به مدت 

گراد اسانتریفیوژ شدند. فاز  درجه سانتی 4و در دمای 
 522های جدید منتقل و به آن  رویی به میکروتیوپ

% سرد افزوده و مجدد سانتریفیوژ 15میکرولیتر اتانول 
 522انجام شد. سپس محلول را دور ریخته و به آن 

سانتریفیوژ  1222% افزوده و با دور 02میکرولیتر اتانول 
د. در آخر محلول الکل را دور ریخته و پس از انجام ش

میکرولیتر آب دو  02ها به آنها  خشک شدن میکروتیوپ
 (.Lucentini et al., 2006aبار تقطیر افزوده شد )

 
 CTABروش 

میلی گرم بافت نمونه ،  922ی حاوی ها به میکروتیوپ
 532و SDS 10%میکرولیتر محلول  02حدود 

 CTAB Cetyl trimethylammoniumمیکرولیتر 

bromide)  میکرولیتر پروتئیناز  92( به همراهK  
افزوده شده و به مدت یک شب در بن ماری در دمای 

 22ها  سپس به میکروتیوپ درجه قرار گرفتند. 55
میکرولیتر  242های بتامرکاپتواتانول و  میکرولیتر محلول

درجه به  30مولار افزوده شد و در دمای  5کلرید سدیم 
 252دقیقه قرار داده شد. در زیر هود  حدود  95 مدت

میکرولیتر کلروفرم به آنها افزوده و پس از سانتریفیوژ با 
درجه  4دقیقه و در دمای  92، به مدت 92222دور 

های جدید منتقل  ، فاز رویی به میکروتیوپگراد سانتی
، به آنها DNAشد. فاز رویی جدا و به جهت رسوب 

دقیقه  92روپانول سرد افزوده و میکرولیتر ایزوپ 022
از  DNAسانتریقیوژ انجام شد. جهت شست و شوی 

%  استفاده شد و پس از 02میکرولیتر اتانول  522
ها را  سانتریفیوژ، محلول الکل را خارج و میکروتیوپ

روی دستمال کاغذی وارونه قرار داده تا خشک شوند، 
میکرولیتر آب مقطر  52سپس به هر میکروتیوپ، 

 (.Breuer et al., 2012ستریل افزوده شد )ا
 

 ها نمونهبررسی کمی و کیفی 

استخراجی از دستگاه  DNAبرای بررسی کمیت 
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میکرولیتر از  915اسپکتوفتومتر استفاده کردیم. حدود 
آب مقطر را در ظرف مربوطه قرار داده و پس از صفر 

میکرولیتر از نمونه را با آب مقطر  5کردن دستگاه مقدار 
خلوط کرده و سل را در دستگاه قرار داده تا غظت م

DNA  .مقدار جذب نوری و میزان آلودگی را بسنجد
نانومتر به دست  212و  252های  نمونه در طول موج

محاسبه گردید. اگر  212/252آمد و نسبت جذب نوری 
 DNAباشد در این صورت کیفیت  1/9این نسبت برابر 
 DNAبیشتر باشد  اگر از این مقدار مناسب است، و
است و اگر از این مقدار کمتر  RNAدارای ناخالصی 

باشد دارای ناخالصی با فنل یا پروتئین است. در نهایت، 
استخراج  DNAمقایسه میانگین نتایج حاصل از کمیت 

 شده، از طریق آنالیز واریانس مورد ارزیابی قرار گرفت.
 5، حدود ها نمونه DNAبرای بررسی کیفیت 

میکرولیتر لودینگ  3یتر از نمونه را به همراه میکرول
بافر به طور کامل مخلوط کرده و در چاهک های ژل 

% تزریق کردیم. سپس در تانک ژل که حاوی 9آگارز 
بوده با  TBE ((Tris Boric acid EDTAبافر 
دقیقه الکتروفورز شدند. مقایسه  45به مدت  05ولتاژ 

رنگ بودن آنها و  کیفیت باندها با توجه به شارپ و پر
 بدون اسمیر بودن آنها انجام گرفت.

 نتایج 
 DNAبا توجه به نتایج حاصل از این تحقیق، استخراج 

از هر سه بافت مورد نظر با روش استات آمونیوم صورت 
استخراجی و  DNA(. البته کیفت 9گرفت )شکل 

ی عضله پا و سپس ها بافتهمچنین کمیت آن در مورد 
(. باندهای حاصل از 9فون بود )جدول هارپن بهتر از سی

روش استخراجی استات آمونیوم فاقد اسمیر و آلودگی 
بودند، به ویژه باندهای حاصل از عضله پا. در مقابل 
بیشترین آلودگی در باندهای حاصل از روش استخراجی 

 فنل کلروفرم مشاهده گردید.
استخراجی نیز روندی مشابه  DNAکمیت 

مقایسه سه روش استخراجی داشت.  کیفیت آن در
نتایج  CTABپس از روش استات آمونیوم، روش 

کلروفرم نشان داد  -بهتری را نسبت به روش فنل
(. و همچنین در روش استات آمونیوم نتایج 9)نمودار

مربوط به عضله پا و هارپن بهتر از سیفون بود. 
های مختلف  در بافت DNAهای میان کمیت  تفاوت
نشان  9ی مختلف با علایم در جدول اه روشو با 

داده شده است. مثلاً در روش استات آمونیوم عضله پا 
 aداری را نسبت به بافت دیگر دارد که با  تفاوت معنی

 نشان داده شده است.
 

 
وش : رAی مختلف )تصویر ها روشبه  Conus coronatusی مختلف ها بافتاستخراجی از  DNAتصاویر ژل مربوط به  .1شکل 

 رپن((ها بافت: H: عضله پا، F: سیفون، Sکلروفرم )اختصارات: -: روش فنلC، تصویر CTAB: روش Bاستات آمونیوم، تصویر 
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 ی مختلفها روشاستخراج شده با  DNAمیانگین خلوص و کمیت  .1جدول 
 عضله پا رپنها بافت بافت سیفون

 تعداد
 DNAی استخراج ها روش

 DNA مورد مطالعه
µg/ml 

DNA 
(OD) 

DNA 
µg/ml 

DNA 
(OD) 

DNA 
µg/ml 

DNA 
(OD) 

0±41 b 25/2±13/9  99±52 b 21/2±00/9  25±15 a 25/2±19/9  روش استات آمونیوم 92 

0±29  B 21/2±10/9  99±41 A 215/2±10/9  22±59 A 230/2±03/9  CTABروش  92 

5±95 ** 215/2±05/9  92±25**  203/2±51/9  29±31 * 9/2±55/9  کلروفرم-لروش فن 92 

 د.باش می( در قیاس سطرها با یکدیگر >25/2Pدار در سطح ) دهنده تفاوت معنی علایم متفاوت نشان

 

 
 DNAی مختلف استخراج ها روشی مختلف حلزون مخروطی )عضله پا، هارپن و سیفون( با ها بافت DNAمقایسه غلظت  .1 نمودار

ها  ( در قیاس بافت>25/2Pدار در سطح )دهنده تفاوت معنیلایم متفاوت نشانو روش فنل کلروفرم(. ع CTAB)استات آمونیوم، روش 
 د.باش میی مختلف ها روشبه 

 

 بحث
و  CTABدر این تحقیق از سه روش استات آمونیوم و 

برای سه نوع  DNAکلروفرم به منظور استخراج -فنل
استفاده شد. در روش استات آمونیوم تمامی بافت 

 DNAخوبی را از نظر کیفیت  نتایج نسبتاً ها بافت
برای  DNAداشتند. یافتن روش مناسب استخراج 

با کیفیت و کمیت مطلوب مطالعه  DNAاستحصال 
Lucentini et al. (2006b) بر روی ماهیان آب ،
 Eschbachها( و مطالعه  ها و فلس شیرین )مقایسه باله

، بر روی اردک ماهی )ماهیچه و فلس و باله( (2012)
ی ها روشردیده است. با وجود اینکه در کشور انجام گ

به ویژه روی ماهیان انجام  DNAمختلف استخراج 

های مخروطی  ای روی حلزون شده است تاکنون مطالعه
صورت نگرفته و در حقیقت این تحقیق اولین قدم در 

ی مختلف در این گونه است. استخراج ها روشبررسی 
DNA های  حلیلن و مهمترین نیاز در اجرای تاولی

ژنتیکی، مانند تشخیص جهش و پی بردن به توالی و 
های  د. موفقیتباش میهای مختلف ژنوم  عملکرد بخش

، به خلوص و غلظت DNAناشی از استخراج بهینه 
استخراج شده وابسته است. امروزه از  DNAبالای 

د شو میاستفاده  DNAهای تجاری برای استخراج  کیت
گردد و راحتی  تحمیل می هایی که که با وجود هزینه

های کار، همیشه نتایج مطلوب حاصل  انجام پروسه
های  (. لذا پروتکلBeacham et al., 2010گردد ) نمی
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ی مختلف ها گونههای مختلف و  متعددی برای بافت
 ,.Bandyopadhyay et alگسترش یافته است )

2006 .) 
در مورد کمیت بافت عضله پا، بیشترین کمیت 

DNA دادند در  ین میزان آلودگی را نشان میو کمتر
صورتی که بافت سیفون دارای مقداری آلودگی با 

RNA  بود. در دستگاه اسپکتوفتومتر، مقدار جذب
DNA  نانومتر به مقدار جذب در  252در طول موج

باشد،  1/9-2نانومتر در محدوده  212طول موج 
نشان دهنده این است که جذب عمدتا به علت اسید 

مطلوب  DNAیک است و کیفیت و خلوص نوکلئ
نشانگر آلودگی پروتئینی یا  1/9است. اعداد کمتر از 

دهنده آلودگی  نشان 2فنلی هستند و اعداد بالاتر از 
RNA ندباش می (Wilfinger et al., 1997.) 

استحصالی  DNAاز نظر کیفیت  CTABروش 
در رتبه بعد از استات آمونیوم بوده اما در مورد کمیت 

DNA  در این روش نیز بیشترین میزانDNA  از
 عضله پا حاصل گردید. 

الکتروفورز با ژل آگارز معیار مهمی برای محاسبه 
و عدم شکستگی آن و نیز کنترل  DNAغلظت 
ها و  های ناشی از وجود چربی، پروتئین آلودگی
های بالقوه  های بالای کلسیم که مهارکننده غلظت
PCR  ،خلوص  د. میزانباش میهستندDNA  یک

عامل بسیار مهم در کارهای آزمایشگاه ژنتیک مولکولی 
(. تصاویر ژل الکتروفورز Brauer et al., 2012است )

در روش فنل کلروفرم موید این مطلب بود، همچنین 
کمتر بوده و دلیل آن  1/9از  مقادیر اسپکتوفتومتر، عمدتاً

تواند آلودگی فنلی یا پروتئینی در این روش  می
آب مورد استفاده و  PHتخراجی باشد. همچنین اس

اثر  DNAقدرت یونی آن، در تخمین مقادیر جذبی 
های پورین و پریمیدین مسئول حداکثر گذار است. باز
نانومتر است. هرچند که طیف  252/212جذب در ناحیه 

اسید و نوکلئوزیدها و  جذبی برای بازهای نوکلئیک
بوده زیرا  PHته به طور قدرتمندی وابس ها بهنوکلئوتید

های مختلف متفاوت PHکه درجه یونیزاسیون بازها در 
 . (Wilfinger et al., 1997است )

مطالعات ژنتیکی جمعیت به صورت پذیرفتن، 
( وابسته است و ماده PCRمراز )ای پلی واکنش زنجیره

استخراج  DNAاولیه برای انجام این نوع مطالعات، 
کیفیت بافتی که  د.باش میشده با کیفیت مطلوب 

DNA  د به فاکتورهایی مثل شو میاز آن استخراج
نوع بافت و نحوه نگهداری و مدت زمان نگهداری 

ی ها روش(. De Bruyn et al., 2012بستگی دارد )
، باعث استحصال کمیت و DNAمختلف استخراج 

(. در Hansen, 2002گردد ) های متفاوتی می کیفیت
، روش استات آمونیوم نتیجه با توجه به این تحقیق

کار برده  هعلاوه بر نتایج استحصالی، از نظر مواد ب
تر از سایر  ر این روش و صرف زمان کمتر بهینهشده د
ی نمک اشباع که ها روشطور کلی  هست. بها روش

یی سریع ها روشاستات آمونیوم هم یکی از آنهاست 
استحصالی کیفیت  DNAند که باش میو ساده 

یه و تحلیل ژنوتیپی در نتیجه در تجز مطلوبی داشته و
هایی که محدودیت منابع مالی و زمانی  در آزمایشگاه

 دارند روش مناسبی است.
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